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論 文 内 容 要 旨
【背 景 】
ClassIPhosphoinositide-3-kinase(PI3K)を介 した シグナル伝 達 は,が ん で しば しば脱制
御 し,そ の上 流因子(EGIFR,RAS等),下流因子(AKT/PKZB等),また は抑制 因子(PTE7V)に
がん で高頻 度 にgenealteratiOnを認 あ るため,が ん化 ・がんの形質維持 ・悪性化 等に重 要な役
割を担 うと考 え られ,こ の経路 の阻害 はがん治療 の有望 な標的 とされてい る。ClasslPI3Kは
細胞 内で調 節 ・触 媒 サブユニ ッ トのヘ テロダイマーを形成 し,両 サ ブユニ ッ トは各 々複数 の遺伝
子(調 節:3種 触媒:PIK3CA,・B,-D,-G)・遺伝子産物(調 節=5種,触 媒;p110α,一β,
一δ,一γ)か ら成 る。 調節サブユニ ッ トは触媒 サブユニ ッ トの安定化 ・活性 制御 に関わ るが 触
媒 サブユニ ッ トとの結合嗜好性は知 られていない。一方,触 媒 サブユニ ットの4ア イソフォームについ
ては,マ ウスジーンターゲティング法 および近年 開発が進 んでいるアイソフォーム特異 的阻害物質 を用
いた研究 に よ り,そ の組織分布 ・機能 の特異性 が解 明 されてきた。 また,PIK3CAの機能亢進性
変 異が多 様 ながん で高頻度 に生 じてい る事 が多数報 告 され てい る。 近年classIPI3K触媒サ ブ
ユニ ッ ト4ア イ ソフ ォー ムのがんにおける役割 が注 目され ているが,.PIK3CAの変異以外 の情報
はほ とん どない。
【目 的 】
本研究 で は,が ん での各 アイ ソフォームの発現量 に着 目し,(1)アイ ソフォー ム特異的 な発現
定量 系の確立,(2)確 立 した系での各 アイソフォームの発現検討(invitro,invivo)を目指す。
【方 法 】
ClassIPI3K触媒 サ ブユニ ッ ト4ア イ ソフォー ムをクローニ ング した。 得 られた濃度既知 プ
ラス ミ ドDNA溶 液 の希 釈系列 を作成 し,ア イ ソフォーム特異 的な蛍光 標識 リニ アプローブ ・プ
ライマーを用 いた リアル タイムPCR法 によ り検量線 を作成 した。発現量 未知の ヒ トがん細胞株
39種・ヒ ト原発性肺 がん30例につ いて,リ アルタイムPCR法 ・回帰分析 によ り各アイ ソフォー
ムの発現 を定量 した。PIK3Cl)について,リ アル タイムPCR法 とは異な る特異 的 プライマーを
用 いた半定量 的RT-PCR法により,ヒ トがん細胞株12種でその発現を検討 した。 発現陽性8株
のPCR産 物 の塩基配列 をダイ ター ミネーター法で確認 した。
【結 果 ・考 察 】
1.発 現 の絶対定量 系の確立
検量線 の相関係 数(Pearson)を算 出 し,信 頼性 を確認 した(R>0.96)。ヒ トがん細胞株39種
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にお け る各 アイ ソフォー ムの定量結果 につ き,2回 の実験結果 の相関係数(Pearson)・P値を
算 出 し,再 現性 を確 認 した(R>085,P<0.01)。各 アイ ソフ ォームに対す るPCRの 特 異性 を リ
アル タイ ムPCR反 応産物のアガロースゲル電気泳動 で(理 論的位置 に単一バ ン ドを認 める事 で)
確認 した。
ll.ヒトがん細胞株39種におけるハウスキー ピング遺伝子(ACTB・GAPDH)の発現検討
最 大発現差15倍 の異 な る発現パター ンを得 た。 これ らを内部標 準 と して用 いず,1反 応 あた
りのtotalRNA量を統一(50ng)し,標 準化 と した。 従 って絶対 定量 に よ り,総 和 と しての
classIPI3Kの発現量 の検討 も可能 とな った。
皿.ヒ トがん細胞株39種における各 アイ ソフォームの発現検討
PJK3CA,-Bの発現 を全株 で認 めた。血球系 に主 に発現 す るとされ るPIK3CZ),-Gのうち,
.PIκ3CDの(異所 性)発 現 を全株(外 胚葉 由来)で 認 めた。PII(3CGの発現 は,14株で のみ認
めた。各 ア イソフ ォームの発現 パ ター ンに有意 な相 関を認 めず(最 大 発現 差:PIK3(]A,10倍;
..B,5イ音;_1),1,000イ音)。
IV.ヒトがん細胞株12種にお ける、PIK3CDの発現検討
リア ル タ イ ムPCRの 結 果 よ り 、PIK3CL)高・中 ・低 発 現 株 を各 々4種 選 び,半 定 量 的
RT-PCRを行 い,リ アル タイムPCRと 同様 の結果 を得 た。 高 ・中 ・発現株8種 のPCR産 物 の
塩基配列 を確 認 し,PIK3Cl)の異所性発現 を確認 した。
V.ヒ ト原発 性肺 癌30例の癌組織 における各 アイソフ ォームの発現検討
PIK3(rA,-Bの発現 を全例 で認 めた。また,PIK3CD,-Gの発現 を全例 で認 めた。各 アイ ソ
フ ォー ムの発 現パ ター ンに有意 な相 関を認 めず(最 大 発現 差:PII(3CA,500倍;-B,10倍;
-D,40倍;-G,200倍)。肺癌細胞 においてPIK3CL)の異 所性発現が生 じてい る可能性 が示 唆 さ
れ たが,こ れ を立証 す るには凍結組織 中の血球系細胞混入 による影 響を否定す る必要性 があ ると
考 え られ た。
【結 語 】
(1)ClassIPI3K触媒 サブユニ ッ ト4ア イ ソフ ォームにつ き,ア イ ソフ ォー ム特異 的 な発現 の
絶対定量系 を確立 した。
(2)各アイソフ ォームの発現 に細胞株毎 ・症例毎 の個性 を認 めた。
(3)正常で は血球 系以外 にほとん ど発現 しない とされ るPIK3CDの発 現を,検 討 した全 ての ヒ
トがん細胞株(39種)で 認 めた。
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審 査 結 果 の 要 旨
ClasslPhosphoinositide-3-kinase(PI3K)を介 した シグナル伝達 は,が ん で しば しば脱制
御 し,そ の上 流因子(EGIFR,RAS等),下流因子(A、KT/PK]B等),または抑制 因子(PTE?〉)に
が んで高頻度 にgenealteratiOnを認 めるため,が ん化 ・が んの形質維 持 ・悪 性化等 に重要な役
割 を担 うと考え られ,こ の経路 の阻害 はがん治 療 の有望 な標 的 とされ てい る。ClassIPI3Kは
細胞 内で調 節 ・触媒 サブユニ ッ トのヘテ ロダイマーを形成 し,両 サ ブユニ ッ トは各 々複数の遺伝
子(調 節:3種,触 媒:PIK3CA,-B,-D,-G)・遺伝 子産物(調 節=5種,触 媒lp110α,
一β,一δ,一γ)か ら成 る。調節サブユニ ットは触媒 サブユニ ットの安定化 ・活性 制御に関 わるが,
触 媒サブユニ ットとの結合嗜好性 は知 られていない。 一方,触 媒 サブユニ ットの4ア イソフォームにつ
いて は,マ ウス ジー ンターゲティング法 および近年 開発が進んで いるアイ ソフ ォーム特異的阻害
物 質を用 いた研 究 によ り,そ の組織分布 ・機能 の特異性が解明 され てきた。 また,PIK3CAの機
能 亢進性 変 異が多様 なが んで高頻 度 に生 じて い る事が多数報告 されて い る。近 年classIPI3K
触媒 サ ブユ ニ ッ ト4ア イソフオームのがんにおけ る役割が注 目され てい るが,PIK3CAの変異以
外 の情報 はほ とん どな い。
本論 文 ではがんでの各 アイソフォームの発現量 に着 目し,(1)リアルタイ ムPCR法 を用 いたア
イソフォー ム特異 的 な発現の絶対定量 系の確立 し,(2)確立 した系 での各 アイ ソフォームの発現検
討invitro,invivo)を行 っている。 ヒ トがん細胞 株39種 ・ヒト原発性 肺 がん30例について検討
を行 い,各 アイ ソフ ォームの発現量 にはinvitro,invivo共に個性が ある事 が確認 された。 また,
4ア イ ソフ ォー ム中でその発現 が血 球系 に`predominant'とされ るPIK3CZ)・PIK3CGについ
て,上 皮 系 由来 のが ん細 胞株(PIK3CD;全株,PIK3CG:14株)・肺 癌 組 織(PIK3CZ)・
PIK3CG共に全例)双 方で発現が確認 された。 特 にinvitro,invivo双方 で全例 に発 現が確認 さ
れ たPIK3Cl)につ いては,発 現定量系 とは異 な る特異 的 プライマーを用 いた半定量 的RT-PCR
法 によ りヒ トがん細胞株12種でその発現 を検討 し,発 現陽性8株 については更 にPCR産 物 の塩
基配列 を ダイ ター ミネーター法 で確認 してい る。PIK3CI)が「癌 腫」治 療 に対 して新規分子標
的 とな りうる可能 牲 を示 してお り,今 後 の展 開が期待 される研究分野 と言え る。
以上 の よ うに,本 論文は新規知見に富み,そ の論 旨も論理 的 ・科学 的で あ り,東 北大学大学院
医学博 士の学位論文 と して値す るものである。
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